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・	大顎類より sim が正中線細胞において発現しているのか 
・	大顎類において、正中線細胞における SIM の機能は保存されているのか 
・	甲殻亜門における正中線細胞の機能は保存されているのか 
・	側節足動物から sim の神経外胚葉領域での発現が保存されているのか 




































	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  














































A - C はそれぞれオオミジンコ初期、中期、後期胚、D はオオミジンコ成体となっ
ている。E はオオミジンコ後期胚における腹側の主な付属物は、複眼 (compound 
eye ; ce), 上唇 (labrum ; Lb), 第一触角 (first antenna ; An1), 第二触角 (second 
antenna ; An2), 大顎 (mandible ; Mn), 第一小顎 (maxillary 1 ; mx1), 第二小顎 
(maxillary2 ; mx2), 腸管 (gut), 肛門 (proctodeum ; pro) そして 第一 ~ 第五胸
脚 (trunk limb1 ~ 5 ; T1 ~ 5) が存在する。F はオオミジンコ後期胚における背側
の主な付属物は、塩濃度を調節している器官であると考えられている Dorsal organ, 
機能はわからないが渦上で管状の構造をとっている殻腺 (shell gland), 身体全体を








後極にて、予定 proctodeum (pro) は、丸みを帯びた外形態をとる。	
S6 : Second antenna (An2), First antenna (An1), mandible (Mn) という順に従っ
て付属肢原基が出現。	
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st6.1 : An2 にて横行性の溝が、An1 にて高い核密度の領域が出現。口陥	
(stomodeum ; sto) は、狭い横行性のスリット状、正中線細胞の列は、小顎	
(maxillae ; mx) の後方から pro 領域にかけて縦方向に湾入し、それぞれの細胞が
規則的に整列していることによって、側方の神経外胚葉と区別できる。	pro	は穴
のように認められる。	
st6.2 : An1 原基は、sp の外側後方で見てとれる。	An1, 2 の付属肢はこのステー
ジにてはっきりと可視化できる。	Mn 原基は An2 の後方中央にて形造られる。	
sto の陥入は、広い横行性のスリットとして現れる。側方神経外胚葉から正中線領
域をはっきりと認識できる。 pro が可視化できる。	
st7.1 : An1, 2 は、互いに移動し、An2 の先端と、Mn	の先端は、水平になる。




st7.2 : An1 は S7.1 と比較してより中央に位置する。	sp は連続的に中央にシフ
トし、三日月様の形は消失する。 An2	の先端は、mx zone	まで伸長する。 mx1, 2 
セグメントは、セグメントの溝によって区別できる。 T2 と T3 セグメント間のセ
グメントの溝もまた認識できる。	





st7.4 : An1 は前のステージよりもより中央に位置し、sto を覆うように突出してい
る labrum (lb) 原基に密接に位置する。胸脚原基の側方境界は、まだはっきりと区




st7.5 : An1	は丸い形で、僅かに四角い Lb と An2 の間に位置する。 An2 は、伸
長するが、全体的に頭部領域が伸長するので T1 セグメントまで届かない。	An2 
は、僅かな二つの湾入が認められる。 Mn 原基は mx1, 2 の前方に丸く突出して











st8 : An1 原基はより中央にシフトし、部分的に Lb と重なる。 An2 はより伸長
し、スリムになる	(T1	まで伸長する). Mx1	と Mx2 が前後軸に沿って 45 度の位
置に移動したことが原因で、Mx2 原基は、僅かに側方に移動する。 T1 と T2 に
おける湾入が伸長するが、全体的な形は著しく変化しない。 T5 は、まだ多少四角
で存在する。 T5 と pro の位置関係が変化し、腹部の後部先端に位置する pro は、
前側にシフトし始める。正中線の下の	gut	は明確に示される。背甲は胚の背側領
域をより多く覆っている。 dorsal organ	は球状の形で認められる。	
st9 : 中心に移動する An1 を観測し、このステージの終わりに、これらの基部が接
触、融合が認められる。	Lb	はさらに伸長し、Lb	腺は、蛍光核染色において特徴
的な構造となる。複眼胞	(cec)	が観察できる。 An1 はかさ高くなり、各々が密接
に位置している。	An2 も伸長している	(st9	の終わりに、An2 は T2 に部分的に
到達するまで伸長する。 An2 は最終的な三つの分節化を示す。 Mn は伸長、円柱
状の形をとり、An2 と Lb の側方に囲い込まれている。 Mx2 の側方への移動は、
Mx1 と Mx2 原基の水平状の傾きに起因して生じる。 T5 は四角の形を失い、分
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a.a.  : amino acid 
ac   : anterior commusure  
Amp  : ampicillin 
An1   : first antenna 
An2   : second antenna 
ap   : apical spine 
arnt   : Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 
bHLH   : basic helix-loop-helix 
cam   : calmodulin 
capr   : caprin 
ce   : compound eye 
ChIP   : Chromatin immunoprecipitation 
cm   : commusure  
CNS   : Central nervous system 
dma   : daphnia magna 
dsRNA   : double-strand RNA 
fra   : frazzled  
Km  : kanamycin 
Lb  : labrum 
Mn   : mandible  
mx   : maxillae  
mx1   : maxillary 1 
mx2   : maxillary 2 
net   : netrin  
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nmo   : nemo 
nonA   : no on or off transient A 
ORF   : Open Reading Frame 
otd1   : orthodenticle1 
PAS   : Per-Ahr/Arnt-Sim 
pb   : polybromo 
PCR   : polymerase chain reaction 
pro   : proctodeum  
ps   : posterior commusure  
rho  : rhomboid 
RNAi   : RNA interference 
robo   : roundabout 
sim   : single-minded 
sn   : segmental nerve 
st   : stage 
sto   : stomodeum  
T1-5   : trunk limb1-5 
wt   : wild type 










	 節足動物の中枢神経系 (central nervous system ; CNS) は、保存されたボディプ
ランの一つで、腹側領域において「はしご状」の形で保存されている	[2][3][4][5]. こ
のはしご状の	CNS は、縦方向に伸長する軸索である	connective (cn) と 横方向
に伸長する軸索である commissure (com) で構成されている。この com は、神経
節あたり前後軸に沿って一対存在しており、前部側の軸索を anterior com (ac), 後
部側の軸索を posterior com (pc) と呼称される (Fig.1-1).	
	 ショウジョウバエにおいて、CNS の形成に腹部正中線細胞が非常に重要な役割




	 ショウジョウバエにおいては、正中線細胞で軸索反発因子の一つである Slit と
誘因因子の一つである Netrin (Net) が分泌される。軸索では、Slit のレセプター
である Roundabout (Robo) 及び Net のレセプターである Frazzled (Fra) タン
パク質が存在している。ショウジョウバエの slit, robo, net や fra 変異胚では、cn 
や com の投射に異常が生じる [19]. com ニューロンが正規以外の領域で正中線を
交差することを防ぐために Slit と Robo が作用し、com ニューロンの反発因子と
して働く [20][21]. また、正規の場所で正中線へと com ニューロンを誘因するため
に Net と Fra が誘引因子として働く [20][21]. このように正中線細胞は CNS 
を形成する上で非常に重要な役割を有する。 
	 そこでまず我々はこの章にて、オオミジンコにおける CNS 形態とその形成過程























ご状構造の縦の軸索を構成するものが connective (cn), 横の軸索を構成するもの
が commusure (cm) である。また、 cm は神経節あたり (赤線) に二本存在して
おり、前側の軸索を anterior com (ac), 後側の軸索を posterior com (pc) と呼称さ
れる。また、各神経節に segmental nerve (sn) という軸索が存在する。 
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	 現在解析が行なわれている節足動物の  CNS は、はしご状の形態をとる。
[2][3][4][5] はしご状の最終的な形態は非常に良く保存されているが、六脚類と甲殻
類の形成過程において差異が存在する。六脚類に属するショウジョウバエの CNS 
形成において、cn, ac そして pc はほぼ同時に形成される [5]. これに対し、甲殻
亜門・軟甲類に属するヨコエビ、Orchestia cavimana では、まず cn と ac が形
成され、その後に pc が形成され、この形成過程は甲殻類特異的な形成過程と考え
られている [22].  
	 そこで、鰓脚綱に属するオオミジンコにおいても cn, ac そして pc が存在する
のか、また甲殻類特異的な形成過程が保存されているかを解析するために、オオミ
ジンコ胚の CNS の可視化を試みた。 
	 まず我々は、抗 acetylated alpha tubulin 抗体を用いた免疫染色を行なった。抗 









洗浄後、9.25% ホルムアルデヒド、50mM EDTA (pH7.4) ／1×PBS で 20min ロ
ーテーターを用いて撹拌した。その後、25%, 50%, 75% メタノール／1×PBS-T で
それぞれ 5min 撹拌後、100% メタノールで 5min、二回撹拌した。この胚を少な
くとも 1 ヶ月、-20℃で保存し、免疫染色用の胚として用いた。 
 
2-2. 免疫染色 
	 まず、3% 過酸化水素／メタノールになるように試薬を調整し、室温で 1h ロー
テーターを用いて撹拌した。その後、75%, 50%, 25% メタノール／1×PBS-T で
それぞれ 5min 撹拌後、1×PBS-T で 5min, 二回撹拌した。1×PBS-T を除き 
TNB (0.1M Tris-Hcl (pH7.5), 0.15M NaCl2, 0.5% Blocking Reagent 
(PerkinElmer)) に置換し、5min 撹拌した。超音波ホモジナイザー (TAITEC) を
用いて 5sec, 3-5 回超音波処理を行ない、胚をある程度粉砕した。TNB を除き、
再び TNB に置換し、5min、二回撹拌した。その後、TNB を除き、TNB を加え 1h 
撹拌した。抗 acetylated alpha tubulin 抗体 (GeneTex) : TNB = 1 : 20000 の割合
で希釈し、4℃ で一晩撹拌した。翌日、抗体を除き、TNB を加え、5min, 5 回撹拌
した。TNB を除き、二次抗体として抗 mouseIgG-bio 抗体 : TNB = 1 : 500 の割
合で希釈し、4℃ で 2h 撹拌した。抗体を除き、TNB を加え、5min, 5 回撹拌し、
streptavidin-HRP ： TNB = 1 : 5000 の割合で希釈し、4℃ で 2h 撹拌した。
streptavidin-HRP を除き、TNB を加え、5min, 3 回撹拌後、TNT (0.1M Tris-HCl 
(pH7.5), 0.15M NaCl2, 0.05% Tween 20) で 3 回洗浄した。Tyramide Cy3 : 
Amplification Diluent = 1 : 500 の割合で希釈し、室温で 5min 撹拌後、TNT で 5
回洗浄した。最後に 10mg/ml の DAPI を加え 5min 撹拌後、TNT で 5 回洗浄
し、 vectorshield (vector laboratories) に置換し、共焦点レーザー顕微鏡 
(OLYMPUS) にて撮影した。 
	 また、ac と pc を規定するために、同様の方法を用いて acetylated alpha 
tubulin 免疫染色胚を用いて、抗 Engrailed 抗体 (4F11) 、二次抗体に抗 mouse 
IgG-FITC 抗体 : TNB = 1 : 500, 抗 FITC-HRP : TNB = 1 : 100, を用い、




	 抗 acetylated alpha tubulin 抗体による軸索の免疫染色の結果、胚発生 st9 よ
り発現が認められ、胚発生  st10 にかけて  CNS を可視化することが出来た 
(Fig.1-2).  
	 まず、オオミジンコの CNS の形態は、他の節足動物と同様にはしご状の形態を
有していることがわかった (Fig.1-2, E).  
	 次に、ac と pc の規定を行なうために、多くの節足動物において体節の後部区
画のマーカーとして知られている  Engrailed (En) に対する抗体を用いて、
acetylated alpha tubulin 抗体との二重免疫染色を行なった (Fig.1-2, F). cm は太
い軸索と細い軸索が存在しており、En との二重免疫染色の結果、En 発現領域に
細い軸索が形成されていたため、太い軸索が ac, 細い軸索が pc であることが判明
した。 
 最後に、オオミジンコ	CNS の形成過程を観測した (Fig.1-2, A-E). この結果オオ


























                                     Fig.1-2	 オオミジンコにおける CNS の 
                                     形成過程と構造 
                                     抗 acetylated alpha tubulin 抗体を用 
     いたオオミジンコ後期胚の免疫染色図と 
     なっている。A ~ E はオオミジンコ胚を 
     発生順に並べたものとなっており、DAPI  
     を用いた核染色図 (blue) と Acetylated  
     alpha Tubulin (green) 染色図である。F  
     はこれらに加え後部区画のマーカーであ 
     る Engrailed (magenta) 染色図である。 
     他の節足動物の CNS と同様に、オオミ 
     ジンコ胚 CNS もはしご状の構造をとっ 










解析が行なわれている。CNS を形成する上で、分泌タンパク質である Slit と 
Netrin (Net), 神経細胞の軸索にて発現しているこれらのレセプター Roundabout 
(Robo) と Frazzled (Fra) は非常に重要な機能を有している [20][21].  
	 ショウジョウバエにて Net は、正中線細胞において発現しており、神経細胞の
投射を正中へと誘引する。正中を通過後 Fra レセプターに結合した状態で、cn 領
域まで輸送される [20][21]. この結果、cn 領域まで輸送された Net は、cn 領域に
おいても軸索を誘引することで  CNS の形成に関与することが知られている 
[23][24]. この Net の発現は、鋏角類においても腹部正中領域において発現してい
ることが知られており、この正中での発現は節足動物の祖先から保存されていると
考えられる。 
	 com ニューロンは一度だけしか正中を越えず、再び正中を超えることはない [19]. 
これは正中線細胞において発現している Slit と神経細胞の軸索において発現して
いる Robo が作用することで、正中への神経細胞の投射を防ぐためである [20][21]. 










2-1. オオミジンコ slit ホモログの単離 
	 まず、オオミジンコ slit ホモログ (dma-slit) の特異プライマーを作製するため
に 、 近 縁 種 で あ る  Daphnia pulex の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 
(http://genome.jgi.doe.gov/Dappu1/Dappu1.home.html) から slit の塩基配列を
取得した。オオミジンコ cDNA ライブラリーを鋳型とし、LA taq Hot Start 
(TaKaRa) と dma-slit を増幅させるための合成プライマー （slit A, B）(table1-1) 
を用いて PCR を行なった。PCR 反応の条件は、まず 94℃で 5 分処理した後、94℃
で 30 秒間、55℃で 30 秒間、72℃で 1 分間のサイクルを 25 回で行なった。得ら
れた  1kbp の PCR 産物を  TOPO TA cloning Kit (invitrogen) を用いて 
pCR4-TOPO vector にサブクローニングし、pCR4-TOPOSlit を得た。形質転換体
の選択は、Amp を含有した LB 寒天培地で行なった。得られた pCR4-TOPOSlit 
を鋳型とし、BigDye-Terminator (Applied Biosystems) と M4, RV プライマー 
(table1-1) でシーケンス反応を行なった。この反応物を用いてシーケンスを行なっ
た結果、dma-slit 塩基配列であることを確認した。 
	 さらに、得られた dma-slit 断片より、特異プライマー (slit C, D) (table1-1) を
作製し、M4, RV プライマーと共にオオミジンコ cDNA ライブラリーを鋳型とし、
LA taq Hot Start (TaKaRa) を用いて PCR を行なった。PCR 反応の条件は、ま
ず 94℃で 5 分処理した後、94℃で 30 秒間、55℃で 30 秒間、72℃で 3 分間のサ
イクルを 25 回で行なった。同様の条件でシーケンスを行ない、dma-slit の全塩基
配列を決定した。 
 
2-2. dma-slit 特異プローブの作製と in situ hybridization 
	 dma-slit 特異プローブを作製するため、5’ 側に NcoⅠ, 3’ 側にストップコドンと 
BamHⅠ 部位を持つ合成プライマー （slit E, F）(table1-1) を用いて、dma-slit 全
長プラスミドを鋳型とし、 PrimeSTAR Max Polymerase. Hot Start version 
(TaKaRa) で PCR を行なった。PCR 反応の条件は、まず 94℃で 5 分処理した
後、94℃で 30 秒間、55℃で 30 秒間、72℃で 20 秒間のサイクルを 25 回で行な
った。得られた 1.1kbp の PCR 産物を Mighty TA-cloning Kit (TaKaRa) で処理
し、同様に pCR4-TOPO vector にサブクローニングし、シーケンスを行なった。
得られたプラスミドを制限酵素  NcoⅠまたは  BamHⅠ  で消化し、等量の 
Phenol/Chloroform/isoamyl alcohol (Wako) を加えフェノール抽出を行ない、
RNase free とした。これらを、DIG RNA labeling kit (Roche) を用いて DIG 標
識されたセンス鎖とアンチセンス鎖の dma-slit 特異プローブを作製した。 
 20 
	 第一章、第一節 2-1 と同様の方法を用いて固定と過酸化水素処理を行なったオオ
ミジンコ胚を用いた。まず、1×PBS-T で 5min, 二回撹拌した。超音波ホモジナイ
ザー (TAITEC) を用いて 5sec, 3-5 回超音波処理を行ない、胚をある程度粉砕し
た。その後、9.25% ホルムアルデヒド、50mM EDTA (pH7.4) ／1×PBS で 20min 
ローテーターを用いて再固定し、以降の操作は RNase free で行なった。1×PBS-T
で 5min, 三回撹拌した。0.1M TEA (pH8.0) (700μl トリエタノールアミン、330
μl 6N HCl, 45.15ml dH2O) 5min, 三回撹拌し、15μl の無水酢酸／0.1M TEA で 
20min 撹拌した。1×PBS-T で 10min, 1×PBS-T + Hybridization buffer (50% ホ
ルムアミド、5×SSC, 5×Denhardt’s, 0.1% Tween20, 0.1% CHAPS, 300μg 
ssDNA, 50μg tRNA) = 1:1 で 10min, Hybridization buffer で 10min 撹拌した。
75℃, Hybridization buffer で 30min インキュベートし、1ml の Hybridization 
buffer を加え 60℃ で一晩 Pre-Hybridization した。50ng の特異プローブを 
1ml の Hybridization buffer に加え、3min boil, 氷上にて急冷した特異プローブ
を加え、60℃ で一晩 Hybridization した。60℃ で 1ml の Hybridization buffer, 
1h, 三回洗浄後、60℃ で一晩洗浄した。以降の操作から RNase free を解除した。
まず 60℃ で、wash buffer1 (2×SSC, 0.1% CHAPS), 10min, 四回洗浄した。1×
PBS-T で 5min, 五回撹拌し、wash buffer2 (1×PBS, 0.1% Tween20, 0.2% BSA) 
で 10min, 二回撹拌後、1h 洗浄いた。anti-DIG-AP : wash buffer2 = 1 : 2000 で、
4℃, 2h 処理する。wash buffer2 で 10min, 三回撹拌後、wash buffer3 (0.1M 
Tris-HCl (pH9.5), 0.1M NaCl, 50mM MgCl2, 0.1% Tween20) で 5min 洗浄した。
その後 wash buffer3 1ml に XP (3.5μl) と NBT (4.5μl) を加え発色溶液とし 
1h ~ 4h 反応させた。反応後 1×PBS-T で 5min, 二回撹拌した。DAPI 染色後、
もう一度 1×PBS-T で 5min, 二回撹拌し、80% グリセロールに置換し、微分干渉
法を用いた顕微鏡で撮影を行なった。 
 
2-3. Dma-Slit 特異抗体の作製と免疫染色 
	 dma-slit 特異プローブと同様の領域を用いて、Dma-Slit 特異抗体の作製用の抗
原領域とした。このプラスミドを制限酵素 NcoⅠと BamHⅠ で消化し、タンパク
質発現用ベクターである pET19b, pET32b そして pET41b vector にサブクロー
ニングし、pET19bSlit と pET32bSlit は Amp を含有した LB 寒天培地にて、
pET41bSlit は Km を含有した LB 寒天培地にて、形質転換体を選択した。得ら
れた pET19bSlit, pET32bSlit そして pET41bSlit プラスミドを BL21 株に導入
し、M9ZB 培地にて抗原タンパク質を合成させた。 
	 得られた菌体を 25ml の 1×PBS + Protease inhibitor cocktail tablet (Roche) 
で懸濁し、超音波ホモジナイザー (TAITEC) を用いて 30min 超音波処理を行なっ
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た。遠心後得られた沈殿物を 1×Sample Buffer で懸濁し、SDS-PAGE 電気泳動
をし、目的の抗原タンパク質の切り出しを行なった。Elution Buffer でゲルから抗
原タンパク質を溶出後、アセトン沈殿を行ない抗原タンパク質とした。T. K. Craft
にて外注し、Rabbit 二羽から Dma-Slit 特異抗体を含んだ抗血清を得た。Affinity 
カラムを用いて抗血清から Dma-Slit 特異抗体を精製した。 
	 この特異抗体を 2000 倍希釈で用い、2-2 と同様の方法で免疫染色を行なった。 
 
2-4. オオミジンコ netrin ホモログの単離 
	 生物間で高度に保存された領域を用いてオオミジンコ  netrin ホモログ 
(dma-net) の特異プライマー (netA, B) (table1-1)を作製し、dma-net を単離した。
得られた dma-net 断片より、特異プライマー (net C, D) (table1-1) を作製し、
dma-net の全塩基配列を決定した。 
 
2-5. dma-net 特異プローブの作製 
	 dma-net 特異プローブを作製するため、5’ 側に NcoⅠ, 3’ 側にストップコドンと 
BamHⅠ 部位を持つ合成プライマー （net E, F）(table1-1) を用いて、dma-net 全
長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた 636bp を同様の方法で処理
し、dma-net 特異プローブを作製し、in situ hybridization を行なった。 
 
2-6. Dma-Net 特異抗体の作製 
	 dma-net 特異プローブと同様の領域を用いて、Dma-Net 特異抗体の作製用の抗
原を作製した。T. K. Craft にて外注し、Rat 二匹から Dma-Net 特異抗体を含ん
だ抗血清を得た。Affinity カラムを用いて抗血清から Dma-Net 特異抗体を精製し
た。 
	 この特異抗体を 500 倍希釈で用い、2-2 と同様の方法で免疫染色を行なった。 
 
2-7. オオミジンコ roundabout ホモログの単離 
	 生物間で高度に保存された領域を用いてオオミジンコ roundabout ホモログ 
(dma-robo) の特異プライマー (roboA, B) (table1-1)を作製し、dma-robo を単離し
た。得られた dma-robo 断片より、特異プライマー (robo C, D) (table1-1) を作製
し、dma-robo の全塩基配列を決定した。 
 
2-8. dma-robo 特異プローブの作製 
	 dma- robo 特異プローブを作製するため、5’ 側に NcoⅠ, 3’ 側にストップコドン
と BamHⅠ 部位を持つ合成プライマー （robo E, F）(table1-1) を用いて、dma- 
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robo 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた 657bp を同様の方
法で処理し、dma- robo 特異プローブを作製し、in situ hybridization を行なった。 
 
2-9. Dma-Robo 特異抗体の作製 
	 dma- robo 特異プローブと同様の領域を用いて、Dma-Robo 特異抗体の作製用の
抗原を作製した。T. K. Craft にて外注し、Rat 二匹から Dma-Robo 特異抗体を含
んだ抗血清を得た。Affinity カラムを用いて抗血清から Dma-Robo 特異抗体を精
製した。 





Primer                  Sequence (5’→3’)                      
slitA       CCATGGGAGCCTTTCTCTTCCTGTGGATTT          
slitB       GGATCCTTACATCGGAGAGGCCTCGCAAAA         
slitC       CCATGGGTCAGAACGGTGGGACCTGTGTTG     
slitD       AGCAAGGCAACGTGGCCGCATCGCTACCGG         
slitE       CCATGGTCAACGGAACGTTCGACAGCTTGC          
slitF       GGATCCTTAGAAGGCGTTCCTTTGCACGCA           
netA       CARGAYTGGGTNACNGCNACNGA                     
netB       GCRTGNCCRTTRCAYTTRCANCKNCC                
netC       GTATTCAAACGATCCAAAGTAATTC                   
netD       CGCGGACATCGGTAGCGGTCACCCA                  
netE       CCATGGACTTCGGCAAGACGTGGCAAGCGT TC       
netF       GGATCCTTAACTTATACGGCCAGATAGTTTG          
roboA      CCNCCNMGNGGNCAYCCNGARCC                    
roboB      CCNACNATHGARTGGTA                              
roboC      GATGATGAGCTCGCCGTCGCGGTACC                 
roboD      GGCTGTTGCCGCCGCTCTTGTGGCC  
roboE      CCATGGCGCCAACTTATCGATGCCACTGTTT  
roboF      GGATCCTTACGATGACACCAGTTTGGCGAATATCA 
M4         GTAAAACGACGGCCAGT 
RV         GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 






3-1. dma-slit の単離と発現領域の解析 
	 4943bp からなる dma-slit を単離し、その中に 1516a.a. からなる推定上の 
ORF が存在していた。この ORF には他の生物の slit で認められる LRR (8), 
EGF (5), LamG (1) と GHB (1) ドメインが存在していた (Fig.1-3). 
	 dma-slit mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 1371 ~ 2517bp の 
1146bp 領域にて、dma-slit 特異プローブを作製した (Fig.1-3, arrows).  
	 この RNA プローブを用い、オオミジンコ胚にて in situ hybridization を行な
った結果、dma-slit は、胚発生 st7.2 において予定脳と Mn の segment から pro 
までの正中線細胞にて最初に発現が認められた (Fig.1-4, A). 胚発生 st7.2 以降少
なくとも st 10 までこの発現は維持されていた (Fig.1-4, B, C). これらの発現に加
え、 st9 と st10 では、胸脚の中央部においても発現が認められた (Fig.1-4, D, E). 
	 次に、Dma-Slit タンパク質の分泌時期・距離を解析するために、dma-slit 特異
プローブと同じ領域を用いて Dma-Slit 特異抗体を作製した。この抗体を用いてオ
オミジンコ胚に対し免疫染色を行なった結果、正中線細胞において発現が認められ
たが、胸脚における発現が認められなかった (Fig.1-5, A). 正中線細胞においては 
Dma Slit が分泌されており、dma-slit mRNA 発現が一細胞幅であるのに対し、タ
























Fig.1-3 dma-slit 全塩基配列と Dma-Slit の構造 
dma-slit の全長は 4943bp からなり、その中に 1516a.a. からなる推定上の ORF 
が存在していた。この ORF には他の生物の slit で認められる LRR (orange), 
EGF (green), LamG (blue) と GHB (purple) ドメインが存在していた。 
dma-slit mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 1371 ~ 2517bp の 


























Fig.1-4 in situ hybridization による dma-slit mRNA の発現領域の解析 
A ~ E は、胚発生 st7.2, st7.4, st8, st9 そして st10 のオオミジンコ胚を腹部側か























Fig.1-5 免疫染色による Dma-Slit タンパク質発現領域の解析 
A は胚発生 st10 のオオミジンコ胚を腹部側からみた図となっており、B は A の
四角で囲まれた領域の拡大図となっている。正中線付近に Dma-Slit タンパク質発
現が認められる (magenta, white arrowsheads). 
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3-2. dma-net の単離と発現領域の解析 
 
	 1374bp からなる dma-net を単離し、その中に 456a.a. からなる推定上の 
ORF が存在していた。この ORF には他の生物の net で認められる Laminin N 
terminal (1) と Laminin EGF (1) ドメインが存在していた (Fig.1-6). 
	 dma-net mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 216 ~ 852bp の 636 bp 
領域にて、dma-net 特異プローブを作製した (Fig.1-6, arrows).  
	 この RNA プローブを用い、オオミジンコ胚にて in situ hybridization を行な
った結果、胚発生 st6.1 において予定脳と Mn の segment から pro までの正中
線細胞にて発現が認められた (Fig.1-7, A). 胚発生 st8 においても正中線の中心付
近にて発現しており、これらの発現に加え、胸脚の正中側においても発現が認めら
れた (Fig.1-7, B). 
	 次に、Dma-Net タンパク質の分泌時期・距離を解析するために、dma-net 特異
プローブと同じ領域を用いて Dma-Net 特異抗体を作製した。この抗体を用いてオ
オミジンコ胚に対し免疫染色を行なった結果、胚発生 st6.1 において、dma-net 
mRNA の発現領域と同様に、予定脳と Mn の segment から pro までの正中線細
胞において発現が認められた (Fig.1-8, A). このことから少なくとも胚発生 st6.1 
にて Dma-Net は分泌されていないが、胚発生 st10 にて、Dma-Net タンパク質





















Fig.1-6 dma-net 全塩基配列と Dma-Net の構造 
dma-net は 1374bp からなり、その中に 456a.a. からなる推定上の ORF が存在
していた。この ORF には他の生物の net で認められる Laminin N terminal 
(orange) と Laminin EGF (green) ドメインが存在していた。 
dma-net mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 216 ~ 852bp の 636 bp 

























Fig.1-7 in situ hybridization による dma-net mRNA の発現領域の解析 
































Fig.1-8 免疫染色による Dma-Net タンパク質発現領域の解析 
A - D はオオミジンコ胚を腹部側からみた図となっており、A は胚発生 st6.1, B 
は st9, C と D は st10 - 11 の Dma-Net タンパク質発現となっている (green). 
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3-3. dma-robo の単離と発現領域の解析 
 
	 3755bp からなる dma-robo を単離し、その中に 957a.a. からなる推定上の 
ORF が存在していた。この ORF には他の生物の robo で認められる IgG (5) と 
FN (1) ドメインが存在していた (Fig.1-9). 
	 dma-robo mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 1 ~ 658bp の 657bp 
領域にて、dma-robo 特異プローブを作製した (Fig.1-9, arrows).  
	 この RNA プローブを用い、オオミジンコ胚にて in situ hybridization を行な
った結果、胚発生 st9 においてのみ、予定脳、神経外胚葉、pro にて発現が認めら
れた (Fig.1-10). 
	 次に、Dma-Robo の発現領域を解析するために、dma-robo 特異プローブと同じ
領域を用いて Dma-Robo 特異抗体を作製した。この抗体を用いてオオミジンコ胚
に対し免疫染色を行なった結果、胚発生 st10 において、予定脳と神経外胚葉の細






















Fig.1-9 dma-robo 全塩基配列と Dma-Robo の構造 
dma-robo は 3755bp からなり、その中に 957a.a. からなる推定上の ORF が存
在していた。この ORF には他の生物の robo で認められる IgG (orange) と FN 
(green) ドメインが存在していた。 
	 dma-robo mRNA の発現領域を解析するために、ORF の 1 ~ 658bp の 657bp 



























Fig.1-10 in situ hybridization による dma-robo mRNA の発現領域 
胚発生 st9 のオオミジンコ胚を腹部側からみた図となっている。予定脳、神経外胚

































Fig.1-11 免疫染色による Dma-Robo タンパク質発現領域の解析 
A-C はオオミジンコ胚を腹部側からみた図となっており、A は胚発生 st9, B は 
st10 の  Dma-Robo タンパク質発現  (green)、C は  B と同様の胚にて抗 
acetylated alpha tubulin 抗体を用いた免疫染色図 (magenta) となっている。胚






	 節足動物の  CNS は、はしご状の形態で保存されている  [2][3][4][5]. 抗 
acetylated alpha tubulin 抗体を用いた免疫染色の結果、オオミジンコの CNS も
また、はしご状の構造をとっていた。ショウジョウバエにおいて CNS 形成は、cn, 
ac と pc が同時に形成されることが知られている。対照的に甲殻亜門における 
CNS 形成は、まず cn と ac が形成され、後に pc が形成され、はしご状構造を
形成すると考えられており、オオミジンコの CNS もまた甲殻亜門型の形成過程を
とっていた (Fig.1-12) [22].  
	 ショウジョウバエにおいて、CNS を形成するための重要な遺伝子は、正中線細
胞にて発現する分泌タンパク質 Slit と Net, 神経細胞の軸索にて発現しているこ
れらのレセプター Robo と Fra などが知られている [20][21]. オオミジンコにお
いてもこれらの遺伝子は存在しており、推定されるアミノ酸配列中には各因子に他
の生物間に良く保存されたドメインを有していた。また、Fra を除くこれら 3 つの
遺伝子において mRNA 及びタンパク質の発現領域の同定を行なうことができた。
Slit と Net はショウジョウバエと同様に正中線細胞において発現しており、Robo 
においても神経外胚葉領域にて発現していた。これらの結果から、オオミジンコに
おいても Slit, Net と Robo は CNS 形成に関与していると考えられる。 
	 ショウジョウバエにおいて、Net は胞胚期である stage5 から、Slit は stage11 か
ら発現が観測される [25][26]. この発現時期の違いは、Net と Slit で起源が異なり、
このためこれらの遺伝子の制御が異なるためであると考えられている。オオミジン






ーである Robo は胚発生 st9 以降からしか発現していない。よって、オオミジンコ 
Robo のホモログの存在、または異なる Slit レセプターの存在が示唆される。オオ
ミジンコ Robo にはパラログが存在していることを確認しているが、このパラログ
を含んだ領域で RNA 特異プローブ、抗体を作製しているためホモログの可能性は


















Fig.1-12 甲殻亜門における CNS 形成過程の模式図 
オオミジンコの CNS 形成過程の模式図となっており、まず cn (black) と ac 
(magenta) が形成され、後に pc (green) が形成される。このような形成過程は、

























ンコにおいては st9 である。矢印はそれぞれの遺伝子の発現を示しており (net ; 









第二章	  オオミジンコ single-minded (sim) ホモログの単離と発現領 









(sim) 遺伝子により特異化・維持されていると考えられている [16][28][29]. 現在発
現解析が行なわれている大顎類は少なくとも、六脚亜門において 3 種とハエ目 12
種の計 15 種、多足亜門においては 2 種、甲殻亜門、軟甲類において 1 種が解析さ
れており、sim は正中線細胞でのみ発現していた [16][30][31][32]. しかしながら、
セイヨウミツバチ Apis mellifera においては正中線細胞のほかに神経外胚葉領域





	 現在 sim の機能解析は六脚亜門、鋏角亜門一種と甲殻亜門・軟甲類一種におい
て行なわれている [16][30][34]. 六脚亜門に属するショウジョウバエの sim の機能
欠損に起因する正中線細胞の欠失は、隣接する神経外胚葉細胞の適切な周期と特異
化や CNS 形成に影響を与える。それ故、正中線細胞は神経外胚葉細胞の周期と特
異化や CNS 形成に関与していることが知られている [34]. また、甲殻亜門、軟甲
綱に属するヨコエビ Parhyle hawaiensis における sim ノックダウン機能解析の
結果より、中胚葉領域の最も背側に位置する細胞が、腹側中胚葉領域にも形成され
ることが明らかになった  [30]. Nipam H. Patel らはこの結果から、Parhyle 








sim は神経細胞の規定にも関与しておらず、その機能は不明であった [16]. 
	 最後に、ショウジョウバエにおいて SIM は、同じ bHLH-PAS ファミリーに属
する ARNT と二量体を形成し、転写因子として機能することが知られている 
[35][36]. 他の節足動物においても SIM は ARNT と二量体を形成し作用すると考
えられているが、ARNT の発現領域、また SIM との相互作用を解析している生物
はショウジョウバエ以外に存在しない。このため、ショウジョウバエ以外において
も SIM は ARNT と二量体を形成するのかはわかっていない。 
 
	 故に我々は、進化上正中線がどのように多様性を獲得してきたのかを sim の発
現領域やその機能解析、他の節足動物と比較することで 
 
・	大顎類より sim が正中線細胞において発現しているのか 
・	大顎類において、正中線細胞における SIM の機能は保存されているのか 
・	甲殻亜門における正中線細胞の機能は保存されているのか 
・	側節足動物から sim の神経外胚葉領域での発現が保存されているのか 












	 大顎類において sim は正中線細胞の特異化・維持に関与していると考えられて
いる。大顎類における sim 発現領域は少なくとも、多足亜門 2 種、甲殻亜門 1 種、
そして六脚亜門 15 種においてのみ解析が行なわれているが、多足亜門や甲殻亜門
における発現解析を行なった種は圧倒的に少ない [16][30][31][32].   
	 大顎類の祖先型の形質を有していると考えられている鋏角亜門 2 種、有爪動物門 
1 種においても sim の発現領域の解析が行なわれており、sim は神経外胚葉にて
発現していた [16][33]. 六脚亜門に属する Apis mellifera においても、正中線細胞
以外に神経外胚葉領域において、神経節ごとに数細胞からなる円状の発現が確認さ
れている [31]. 大顎類において神経外胚葉における sim の発現を一度失い、Apis 
mellifera において再び獲得したとは考えにくい。大顎類の起源となる生物と六脚
亜門に属する Apis mellifera において sim は神経外胚葉領域に発現していたこ
とから、側節足動物全体で神経外胚葉における sim の発現が保存されているかも
しれない。しかしながら、現在この可能性の根拠は Apis mellifera においてのみ
支持されているものである。そこで、オオミジンコにおける sim の発現領域を解
析した。 
	 ショウジョウバエにおいて SIM は、同じ bHLH-PAS ファミリーに属する 
ARNT と二量体を形成し作用することが知られている [35][36]. これは他の節足
動物においても同様であると考えられているが、相互作用を解析した例はない。故
にまだ解析が行なわれていない甲殻亜門、鰓脚綱に属するオオミジンコにおける 







2-1. オオミジンコ sim ホモログの単離 
	 生物間で高度に保存された領域を用いてオオミジンコ sim ホモログ (dma-sim) 
の特異プライマー (sim A, B) (table2-1) を作製し、dma-sim を単離した。得られ
た dma-sim 断片より、特異プライマー (sim C, D) (table2-1) を作製し、dma-sim 
の全塩基配列を決定した。 
 
2-2. Dma-SIM 特異抗体の作製 
	 Dma-SIM 特異抗体を作製する抗原タンパク質を作製するため、5’ 側に NcoⅠ, 
3’ 側にストップコドンと BamHⅠ 部位を持つ合成プライマー （sim E, F）
(table2-1) を用いて、dma-sim 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得
られた 618bp を NcoⅠ と BamHⅠ で処理し、同様の方法を用いて、Dma-SIM 
特異抗体の作製用の抗原を作製した。T. K. Craft にて外注し、Guinea pig 三匹か
ら Dma-SIM 特異抗体を含んだ抗血清を得た。Affinity カラムを用いて抗血清か
ら Dma-SIM 特異抗体を精製した。 
	 この特異抗体を 5000 倍希釈で用い、同様の方法で免疫染色を行なった。 
 
2-3. 抗 Dma-ARNT 抗体を用いた免疫染色 
	 既に抗 Dma-ARNT 特異抗体は作製されていたため、この特異抗体を 500 倍希
釈で用い、同様の方法で免疫染色を行なった。 
 
2-4. Yeast two hybrid による Dma-SIM と Dma-ARNT の相互作用の確認 
	 Yeast two hybrid (Y2H) を用いて Dma-SIM と Dma-ARNT の相互作用の確
認を行なうために、bHLH-PAS ドメインを含む領域を用いた。Dma-SIM の 5’ 側
に NcoⅠ, 3’ 側にストップコドンと BamHⅠ 部位を持つ合成プライマー （sim G, 
H）(table2-1) を用いて、dma-sim 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。
得られた 1800bp を NcoⅠ と BamHⅠ で処理し、NcoⅠ と BamHⅠ で処理し
た pGBKT7 vector (Clontech) にサブクローニングし、AH109 株の形質転換を行
ない、形質転換体 pGBKT7-SIM を得た。Dma-ARNT は、5’ 側に NcoⅠ, 3’ 側
にストップコドンと BamHⅠ 部位を持つ合成プライマーを用いて、dma-arnt 全
長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた 1320bp を NcoⅠ と 
BamHⅠ で処理し、NcoⅠ と BamHⅠ で処理した pGADT7 vector (Clontech) 
にサブクローニングし、Y187 株の形質転換を行ない、形質転換体 pGADT7-ARNT 
を得た。得られた  pGBKT7-SIM と  pGADT7-ARNT を  10mM MgSO4 で 
 43 
OD600 が 1 になるように調整し、pGBKT7-SIM と pGADT7-ARNT 菌液それぞ
れ 1ml, YPDA 培地を 3ml の計 5ml を用い、30℃ で一晩培養し接合した。形質
転換体の選択は、Tryptophan と Leucine が欠損した SD 寒天培地で行なった。
得られた接合体を Tryptophan, Leucine と Adenin が欠乏した、X-α-gal を添加
した SD 寒天培地を用い、相互作用の確認を行なった。この際、pGBKT7-SIM - 
pGADT7, pGBKT7 - pGADT7-ARNT と pGBKT7 - pGADT7-T をネガティブコ











Primer                  Sequence (5’→3’)    
simA       GAYGGNAARATHATGTAYAT 
simB       GCNCKRAACATRAACATRTT 
simC       GTACTCGTAAATCGAATTAC 
simD       ATTCGGTTTACGCAACAACA 
simE       CCATGGCTACTGCGTCGGCTGCTAGTT 
simF       GGATCCTTAACTTCCGGCAGCTTCCATTGCT 
simG      CCATGGGATTTTTCAACACGACGACCG 
simH      GGATCCTTATGAATTCTCGCTGCTACTGTA 














	 3033bp からなる dma-sim を単離し、その中に 846a.a. からなる推定上の 
ORF が存在していた。この ORF には他の生物の sim で認められる bHLH (1) 
と PAS (2) ドメインが存在していた (Fig.2-1). 
	 Dma-SIM 特異抗体を作製する抗原タンパク質を作製するため、ORF の 1155 ~ 
1773bp の 618 bp 領域にて、Dma-SIM 抗原タンパク質を作製した。(Fig.2-1, 
arrows) Dma-SIM 特異抗体を作製した後、この抗体を用いてオオミジンコ胚に対
し免疫染色を行なった結果、胚発生 st6.2 において、Dma-SIM は、予定脳、An2 の
付け根、Mn の segment から pro までの正中線細胞にて一細胞幅で発現が認めら
れた (Fig.2-2, A). 胚発生 st7.3 にて、Dma-SIM 発現は維持されており、この発
現に加え Mx2 にて広い円状の発現、付属肢の付け根において一細胞からなる点状
の発現が見てとれた (Fig.2-2, B). 胚発生 st.7.4 においても、これらの発現は維持
されているが、Mx2 における発現領域幅は狭くなり、内側に陥入している (Fig.2-2, 
C). 胚発生 st.8 においてこの発現は、渦状で管状の構造物である殻腺にまで陥入
した (Fig.2-2, D). 胚発生 st.10 においてもこれらの発現は維持されているが、付
属肢の点状の発現は胚発生 st8 と比べより内側で認められた (Fig.2-2, D). 
	 これらの発現をより詳細に解析するために、抗 acetylated alpha tubulin 抗体を
用いて二重免疫染色を行なった (Fig.2-3, A, B). 付属肢の点状の発現においても軸
索の伸長が確認できた (Fig.2-3, A, B). この他にも正中線細胞における Dma-SIM 
陽性細胞より軸索が伸長しているものと、軸索の伸長が見受けられないものが存在
している (Fig.2-3, A, B). これは他の生物の正中線細胞と同様に、軸索が伸長して
いるものは神経細胞、伸長していないものはグリア細胞であると考えられる。 
	 Dma-SIM と Dma-ARNT の相互作用を確認するために、まず発現領域の同定
を行なった。この結果、Dma-SIM が発現している全ての領域において 
Dma-ARNT の発現が確認できた (Fig.2-4). 次に、bHLH-PAS を含む領域を用い
て  Y2H を行なった  (Fig.2-5). ポジティブコントロールと  Dma-SIM と 
Dma-ARNT 導入株のみ His-, Ade- 選択培地にて生育したため Dma-SIM と 






















Fig.2-1 dma-sim 全塩基配列と Dma-SIM の構造 
dma-sim は 3033bp からなり、その中に 846a.a. からなる推定上の ORF が存在
していた。この ORF には他の生物の sim で認められる bHLH (orange) と PAS 
(green) ドメインが存在していた。 
	 Dma-SIM 特異抗体を作製する抗原タンパク質を作製するため、ORF の 1155 ~ 






























Fig.2-2 Dma-SIM タンパク質発現領域の解析 
A - F はオオミジンコ胚を腹部側からみた図となっており、A ; 胚発生 st6.1 にお
いて、予定脳、正中線細胞と An2 の付け根において、B ; 胚発生 st7.3 にて、こ
の発現に加え Mx2 にて広い円状の発現、付属肢の付け根において一細胞からなる
点状において、C ; 胚発生 st.7.4 においても、これらの発現は維持されているが、
Mx2 における発現幅は狭くなり、内側に陥入、D ; 胚発生 st.8 においてこの発現
は、渦状で管状の構造物である殻腺にまで陥入、E ; 胚発生 st10 においてもこれ
らの発現は維持されているが、付属肢の点状の発現は胚発生 st8 と比べより内側で

































Fig.2-3 Dma-SIM と acetylated alpha tubulin の二重免疫染色 
A は Dma-SIM (green) と acetylated alpha tubulin (magenta) の免疫染色図で、








































Fig.2-4 Dma-SIM と Dma-ARNT の二重免疫染色 
A - F はオオミジンコ胚を腹部側からみた Dma-SIM (green) と Dma-ARNT 
(magenta) の二重免疫染色となっている。Dma-SIM が発現している全ての領域に




























Fig,2-5 yeast two hybrid に用いた dma sim と dma arnt 領域と構築ベクター 
bHLH-PAS を含む領域を用いて Y2H を行なった (SIM-Y2H, ARNT-Y2H). SIM 


























Fig,2-6 Yeast two hybrid による Dma-SIM と Dma-Arnt の相互作用 
① にサンプルとして Dma-SIM と Dma-Arnt を、②, ③, ⑤ にネガティブコン
トロールとして Dma-SIM と pGAD-T7, pGBK-T7 と Dma-ARNT, pGBK-T7 
と pGADT7-T を、④ にポジティブコントロールとして pGBK-T7 と pCL1 が導









	 大顎類において sim は正中線細胞の特異化・維持に関与していると考えられて
いる [34]. しかしながら、大顎類における sim の機能解析は、六脚亜門に属する
ショウジョウバエと甲殻類・軟甲綱に属するヨコエビにおいてのみでしか行なわれ
ていない [16][30][34]. 実際にショウジョウバエにおける sim の欠失は、正中線細
胞領域の神経外胚葉化を促し、正中線細胞の消失がおこる。さらに、ヨコエビにお
ける sim のノックダウン実験では正中線細胞が消失した [28][30]. また、この機能
の他にショウジョウバエにおいて sim は隣接する神経外胚葉細胞の細胞周期と特
異化、 CNS 形成に関与していることが知られている [34]. 一方、ヨコエビにおい
ては、中胚葉領域の最も背側に位置する細胞が、腹側領域にも形成されるというこ
とが知られているが、CNS 形成に関しては不明である [30]. 
	 そこで我々は甲殻類、鰓脚綱に属するオオミジンコにおいても SIM は正中線細













2-1. dma-sim dsRNA の作製 
	 bHLH-PAS 領域を除いた領域を用いて、dsRNA の効果を担保するために、
dma-sim dsRNA を二本作製した。5’ 側に NcoⅠ と T7 プロモーター、 3’ 側に
BamHⅠ, ストップコドンと T7 プロモーター部位を持つ合成プライマー （sim I, 
J, K, L）(table2-2) を用いて、dma-sim 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行な
った。各々得られた断片 (550bp, 587bp) を鋳型とし、MEGAscript RNAi Kit 
Transcription and RNAi preparation (ambion) を用いて dma-sim dsRNA1 と 
dma-sim dsRNA2 を作製した。 
	 また、5’ 側に NcoⅠ と T7 プロモーター、 3’ 側に BamHⅠ, ストップコドン
と T7 プロモーター部位を持つ合成プライマー （malE A, B）(table2-2) を用いて、
大腸菌 DNA を鋳型とし、PCR を行ない、同様の方法を用いて malE dsRNA を
作製し、コントロールとして用いた。 
これらの  dsRNA を  2μg/μ l に調整し、Lucifer yellow CH, lthium salt 
(invitrogen) で 1 : 1 に希釈し、最終濃度 1μg/μl で使用した。 
 
2-2. キャピラリーの作製 
	 MODEL P-97/IVF (SUTTER INSTRUMENT) を用いて、Heat 640, Pull 90, Vel 
30, Time 200 そして Pressure 500 という条件でキャピラリーを作製し、MICRO 
GRINDER EG-400 (NARISHIGE) でキャピラリーの先を 30 - 60min 程度研磨
した。 
 
2-3. マイクロインジェクションによる RNA 干渉 




	 摘出した胚を DISH に移し、Pc = 20 ~ 60, Pi = 50 ~ 120 程度の設定でオオミジ










Primer                  Sequence (5’→3’)    
simI     TAATACGACTCACTATAGGGATTCGCCCACCACACACTTCTGTTC 
simJ    TAATACGACTCACTATAGGGGGTAATCCATCATCGGATTGCTGTA 
simK    TAATACGACTCACTATAGGGATCATCATCACCACCAACAGCAGCA 
simL    TAATACGACTCACTATAGGGGTGAACTGGGAAATCAGTGGCTAGG 
malEA  TAATACGACTCACTATAGGGCGCATCCTCGCATTATCC 
malEB  TAATACGACTCACTATAGGGCATCGCTGTTTCGCCTTT 









































	 まず、melE dsRNA を用いた RNAi 胚と野生型を比較した結果、胚発生 st10 
まで形態的な変化やステージの遅れなどは確認できなかった。 
	 dma-sim dsRNA を用い、マイクロインジェクションを行ない、得られた RNAi 
胚から cDNA を作製の後、定量 PCR を行なった。この結果、dma-sim RNAi 胚
において dma-sim 発現量の相対的な減少（コントロールに対して 40 ％程度に減
少）を確認することができた (Fig.3-3). 
	 dma-sim 機能解析の結果、弱い表現型は正中線細胞の数が減少しており 
(Fig.2-8, B, C), 強い表現型においては、腹部領域に背側の構造物である背甲が形成
された (Fig.2-8, D, E). 腹部領域の体躯には通常形成される胸脚等の構造物も存在
せず、完全に繋がったスカート様の背甲が形成されたため、腹部領域が背側化した
ような表現型をとる (Fig.2-8, D, E). B, C の表現型は dma-sim dsRNA1 と 2 に
おいて認められたが、D, E の表現型は dma-sim dsRNA1 のみでしか認められな
かった。 
	 表現型 C に関して詳しい解析を行なった。野生型と正中線細胞の数を比較した
結果、野生型では 35 細胞であるのに対し、RNAi 胚では 10 細胞と顕著な減少が
認められた (Fig.2-9). 通常、正中線細胞は腸管の真上に位置し、正中線細胞と腸管





形成や (Fig.2-11), 頭部領域の拡大 (Fig.2-12), そして Mx2 の細胞の異常な増殖 
(Fig.2-13) が確認できた。 
	 このような正中線細胞の減少や、神経外胚葉細胞の増化がオオミジンコの CNS 
形成においてどのような影響を与えているのかを解析するために、dma-sim RNAi 
胚に対し、抗 acetylated -α- tubulin 抗体を用いて免疫染色を行なった。この結果、

























Fig.2-8 dma-sim RNAi 胚 (胚発生 st10) 
dma-sim 機能解析を行なうために、dma-sim dsRNA をマイクロインジェクショ
ンした。A は野生型、B, C の弱い表現型を示す胚では正中線細胞の数が減少して
おり、D, E の強い表現型を示す胚においては、腹部領域に背側の構造物である背

















Fig.2-9 dma-sim RNAi 胚における正中線細胞数 
Fig.2-8 の C の表現型を示す RNAi 胚における正中線細胞数を野生型と比較し


























Fig.2-10 dma-sim RNAi 胚における神経外胚葉領域の形成異常 




















Fig.2-11 dma-sim RNAi 胚における腸管の形成異常 





















Fig.2-12 dma-sim RNAi 胚における頭部領域の形成異常 
























Fig.2-13 dma-sim RNAi 胚における Mx2 領域の形成異常 
Fig.2-8 の C の表現型における Mx2 領域の形成を野生型と比較したもので、

































Fig.2-14 dma-sim RNAi 胚における CNS 形成異常 
正中線細胞の減少や、神経外胚葉の増大がオオミジンコの CNS 形成においてどの
ような影響を与えているのかを解析するために、dma-sim RNAi 胚に対し、抗 
acetylated -α- tubulin 抗体を用いて免疫染色を行なった。RNAi 胚において軸索
は全体的に薄くなり、また cn の異常な投射を確認することが出来た。A-C には各 
dma-sim RNAi 胚の形態を示した。D-F では A-C の RNAi 胚における CNS 構






・ 大顎類から sim が正中線細胞において発現しているのか？ 
	 現在までに解析が行なわれている大顎類 7 種 (+ ハエ目 11 種) において sim 
は正中線細胞にて発現している [16][30][31][32]. 有爪動物や鋏角亜門において 






において sim の発現を解析した。この結果、オオミジンコ sim もまた正中線細胞
にて発現しており、この説を支持する結果となった。 
 
・ 大顎類において、正中線細胞における SIM の機能は保存されているのか？ 
	 オオミジンコにおいて sim の機能解析を行なうために、dsRNA を作製し、オオ
ミジンコ初期胚にインジェクションした。この結果、野生型と正中線細胞の数を比
較し、正中線細胞の顕著な減少 (Fig.2-9), 正中線細胞と腸管の間における細胞の存
在 (Fig.2-10), 神経外胚葉の細胞層の増大 (Fig.2-10) が認められた。また、sim ノ
ックダウン胚における CNS は、全体的に軸索は薄くなり、また cn の異常な投射
が観察された。 




ると考えられる。しかしながら、オオミジンコにおいて sim RNAi 胚において腹







	 オオミジンコにおいて sim ノックダウンの強い表現型において、腹部領域に背





















・ 側節足動物から sim の神経外胚葉領域での発現が保存されているのか？ 
	 	 ショウジョウバエの sim 欠損による機能解析の結果、正中線細胞は神経外胚
葉化することが知られている [28]. また現在 sim 発現解析が行なわれている大顎
類において、sim は正中線細胞でのみ発現しているが、Apis mellifera においては
正中線細胞のほかに神経外胚葉領域においても発現が確認されている [31]. 鋏角亜
門や有爪動物門においても sim の発現領域も同定されており、これらの生物にお
いて sim は正中線細胞ではなく神経外胚葉にて発現していることがわかっている 
[16][33]. 以上の結果から、側節足動物から sim の神経外胚葉領域での発現が保存
されているという可能性を示唆するが、これは Apis mellifera 一種にて支えられ
た説であった。今回、甲殻亜門・鰓脚綱に属するオオミジンコにおいても sim が
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・ オオミジンコにおける正中線細胞、神経外胚葉以外の sim 発現 





と考えられている。sim の機能解析の結果、Mx2 の細胞の異常な増殖 (Fig.2-13) 
が確認できたことから、これらの形成においても sim が関与しているかもしれな
い [15]. そしてこのような正中線細胞や神経外胚葉以外の sim 発現は、鰓脚綱も
しくは枝角目において獲得した可能性を示唆する。 
 
・	ショウジョウバエ以外の節足動物においても SIM は ARNT と二量体を形成
しているのか？ 
	 ショウジョウバエにおいて SIM は、同じ bHLH-PAS ファミリーに属する 
ARNT と二量体を形成し作用することが知られている [35][36]. これは他の節足
動物においても同様であると考えられているが、相互作用を解析した例はない。故
にオオミジンコにおいて sim と arnt の発現領域、また SIM と ARNT の相互
作用を解析した。ショウジョウバエにおいて Arnt は SIM 以外の bHLH-PAS フ
ァミリーに属する転写因子 (Trachealess, Dysfusion, Spainless-aristapedia, Hif1-
α, AhR, Gce など) と二量体を形成することが知られている [38][39][40]. オオミ
ジンコにおいてもこれらの遺伝子は存在しており、その発現領域もわかっている。
Arnt もまたこれらの遺伝子が発現している領域において発現しており、SIM が発
現している領域においてもその発現が確認できた。また、Y2H の結果から SIM と 









	 オオミジンコ sim 機能解析の結果、正中線細胞の維持・規定、神経外胚葉の形
成、CNS 形成、腸管の形成、付属肢の形成そして背腹の形成に関与していること
が示唆された (Fig.2-8). しかしながら、神経外胚葉の形成、CNS 形成、腸管の形
成、付属肢の形成や背腹の形成は正中線細胞の減少もしくは欠損による二次的な影
響の可能性が存在する。既に我々は ChIP assay を用いたオオミジンコ SIM 標的
遺伝子の同定を行なっている (table.3-1) [41]. これらの遺伝子の発現領域を解析
した結果、正中線細胞に発現するものと (table, yellow)、神経外胚葉領域において
発現するもの (table.3-1, green) が存在することが既にわかっている (Fig.3-1) 
[41]. ショウジョウバエにおいて SIM の標的遺伝子は、軸索形成に関与している 
slit, EGFR シグナルに関与している rhomboid (rho), 前後軸形成や神経細胞の特
異化に関与している orthodenticle (otd), 背腹軸形成に関与している toll そして 
CG10249 などが知られているが、全て正中線細胞で発現しており、神経外胚葉領
域における発現は確認されていない [26][28]. SIM がリプレッサーとしての機能
を有していると考えられ、非常に興味深い結果となった。 
	 まず我々は、オオミジンコの正中線細胞における SIM 標的遺伝子として (slit, 
rho) に着目した。この２つの遺伝子に加えて、ChIP にて標的遺伝子と同定されて
いないが、ショウジョウバエにおいて SIM の標的遺伝子である otd のオオミジン
コホモログである otd1 についても発現領域の同定と機能解析を行なった [26]. 
これらの SIM 標的遺伝子と Dma-SIM との二重染色の結果より、Dma-SIM と 
SIM 標的遺伝子は同一の細胞において発現していることが明らかとなっている 
(Fig.3-2). 故にこれらの遺伝子は (slit, rho そして otd1), Dma-SIM 標的遺伝子で
ある可能性が高い。 
	 そこで我々は、これらの遺伝子の発現を RNA 干渉法によりノックダウンし、そ




























table.3-1 Dma-SIM 標的遺伝子の同定 
これらの遺伝子の発現領域を解析するために、in situ hybridization を行なった結
果より、正中線細胞に発現するものを黄色で、神経外胚葉領域において発現するも
のを緑で示した。得られた塩基配列内の SIM 結合配列 (acgtg) の数を SIM 




























Fig.3-1 Dma-SIM 標的遺伝子の発現領域の同定 
Dma-SIM の標的と予想される遺伝子を同定した。これらの遺伝子の発現領域を解
析するために、in situ hybridization を行なった結果、正中線細胞に発現するもの

























Fig.3-2 Dma-SIM の標的遺伝子と Dma-SIM の二重染色図 
予想 SIM 標的遺伝子 (slit, rho, otd1) と Dma-SIM の二重染色を行なった。A - 
C は dma-slit mRNA 発現領域、D は dma-slit mRNA と Dma-SIM タンパク
質発現領域の二重染色図、E - G は dma-rho mRNA 発現領域、H は dma-rho 
mRNA と Dma-SIM タンパク質発現領域の二重染色図、I - K は Dma-Otd1 タ










	 オオミジンコ sim 機能解析の結果、正中線細胞の維持・規定、神経外胚葉の形
成、CNS 形成、腸管の形成、付属肢の形成そして背腹の形成に関与していること
が示唆された (Fig.2-8). しかしながら、神経外胚葉の形成、CNS 形成、腸管の形
成、付属肢の形成や背腹軸形成は正中線細胞の減少もしくは欠損による二次的な影
響の可能性が存在する。そこで我々は dma-sim RNAi 胚において、オオミジンコ 
SIM の標的と予想される遺伝子 (slit, rho そして otd1) の発現量を解析した 
[26][28][41]. 次に SIM 標的遺伝子である dma-slit, dma-rho, そして dma-otd1 
の RNA 干渉法による各遺伝子のノックダウンを行ない、その表現型を dma-sim 







2-1. dsRNA の作製 
 
2-1-1. dma-slit 
	 dsRNA の効果を担保するために、dma-slit dsRNA を二本作製した。5’ 側に 
NcoⅠ と T7 プロモーター、 3’ 側に BamHⅠ, ストップコドンと T7 プロモータ
ー部位を持つ合成プライマー （slit A と B, C と D）(table3-2) を用いて、dma-slit 
全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた各々の断片 (600bp, 600bp) 
を鋳型とし、MEGAscript RNAi Kit Transcription and RNAi preparation 
(ambion) を用いて dma-slit  dsRNA1 と dma-slit dsRNA2 を作製した。 
これらの  dsRNA を  2μg/μ l に調整し、Lucifer yellow CH, lthium salt 
(invitrogen) で 1 : 1 に希釈し、最終濃度 1μg/μl で使用した。 
 
2-1-2. dma-rhomboid (rho) 
	 dsRNA の効果を担保するために、dma-rho dsRNA を二本作製した。5’ 側に 
NcoⅠ と T7 プロモーター、 3’ 側に BamHⅠ, ストップコドンと T7 プロモータ
ー部位を持つ合成プライマー （rho A と B, C と D）(table3-2) を用いて、dma- 
rho 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた各々の断片 (400bp, 
478bp) を鋳型とし、MEGAscript RNAi Kit Transcription and RNAi preparation 
(ambion) を用いて dma- rho  dsRNA1 と dma- rho dsRNA2 を作製した。 
これらの  dsRNA を  2μg/μ l に調整し、Lucifer yellow CH, lthium salt 
(invitrogen) で 1 : 1 に希釈し、最終濃度 1μg/μl で使用した。 
 
2-1-3. dma-orthodenticle1 (otd1) 
	 dsRNA の効果を担保するために、dma- otd1 dsRNA を二本作製した。5’ 側に 
NcoⅠ と T7 プロモーター、 3’ 側に BamHⅠ, ストップコドンと T7 プロモータ
ー部位を持つ合成プライマー （otd1 A と B, C と D）(table3-2) を用いて、dma- 
otd1 全長プラスミドを鋳型とし、PCR を行なった。得られた各々の断片 (500bp, 
464bp) を鋳型とし、MEGAscript RNAi Kit Transcription and RNAi preparation 
(ambion) を用いて dma- otd1  dsRNA1 と dma- otd1 dsRNA2 を作製した。 
これらの  dsRNA を  2μg/μ l に調整し、Lucifer yellow CH, lthium salt 




2-2. 定量 PCR 
	 まず、それぞれの遺伝子において、定量 PCR を行なうためのプライマー (simA, 
B, slitE, F, rhoE, F, otd1E, F) を作製した (table.3-2). 産卵後 20 時間経った 
dma-sim RNAi 胚と、野生型の胚から、ISOGEN (Wako) を用いて total RNA を
精製した。得られた total RNA を鋳型とし、QuantiTect Reverse Transcription 
Kit (QIAGEN) を用いて  cDNA を作製した。得られた  cDNA を鋳型とし、
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) を用い、96℃で 15 分処理した後、







Primer                  Sequence (5’→3’)    
slitA    TAATACGACTCACTATAGGGACGGAATTCAAATGCACAGG 
slitB    TAATACGACTCACTATAGGGTTCGACGGGCTTGCGGTGCA 
slitC    TAATACGACTCACTATAGGGCGCCGTCTTGCGTGACGAAA 
slitD    TAATACGACTCACTATAGGGACACGAGCCGGGCTGGCGCA 
slitE    CTTCGCCCAAAACGGTTCTT 
slitF    ATGTTGGCTTCCGGTTTGGTT 
rhoA    TAATACGACTCACTATAGGGATGAGCGGGAAGCGGAGCCG 
rhoB    TAATACGACTCACTATAGGGACAAGTTGAACAGTAAATGT 
rhoC    TAATACGACTCACTATAGGGTGGTTCAAGTCCTGGTCGGC 
rhoD    TAATACGACTCACTATAGGGGGATCGGGATTGAAAACGTT 
rhoE    CGCCCCTCTTCATCATCTTC 
rhoF    GATTTCGCCCCGTTTGTCT 
otd1A   TAATACGACTCACTATAGGGGGCAGTCCCGTTTCGAGTCG 
otd1B   TAATACGACTCACTATAGGGCCCATAGATCCGCTCATGGG 
otd1C   TAATACGACTCACTATAGGGCTCGTTTTCGTCGCCTAGTT 
otd1D   TAATACGACTCACTATAGGGCAGCACTTGAAATTTAGCCT 
otd1E   TAGGCGGTGTAGGTGGAGGT 
otd1F   GCGGAGAAGGAACGTGAAAG 
simA    CGATGATGGATTACCGTTACGTC 










	 dma-sim RNAi 胚を用いた定量 PCR の結果、dma-sim RNAi 胚において 
dma-sim, dma-rho そして dma-otd1 発現はコントロールに対して 40% 程度に、
dma-slit 発現は 20% 程度に減少した (Fig.3-3).  
	 Dma-SIM 標的遺伝子のノックダウン解析の結果、いずれの RNAi 胚において
も正中線細胞が野生型とほぼ同じ数だけ存在しているにもかかわらず (Fig.3-4, 
arrows), 神経外胚葉細胞の増殖や異常な腸管の形成などがみてとれた (Fig.3-4). 
	 次に、Dma-SIM 標的遺伝子と予想される遺伝子発現の減少が CNS 形成におい
てどのような影響を与えているのかを解析するために、dma-slit RNAi 胚に対し、
抗 acetylated -α- tubulin 抗体を用いて免疫染色を行なった。この結果、dma-sim 
RNAi 胚における CNS と同様に、cn の異常な投射を確認することが出来た 



















Fig.3-3 dma-sim RNAi 胚における予想 Dma-SIM 標的遺伝子の相対的な発現量 
dma-sim RNAi 胚を用いた定量 PCR の結果、dma-sim RNAi において dma-sim, 































Fig.3-4 予想 Dma-SIM 標的遺伝子の機能解析 
A は dma-slit RNAi 胚となっており、B は A の腹部領域を拡大したもの、C は 
A の腸管を示したものとなっている。D は dma-rho RNAi 胚となっており、E は 
D の腹部領域を拡大したもの、F は D の腸管を示したものとなっている。G は 
dma-otd1 RNAi 胚となっており、H は G の腹部領域を拡大したもの、I は G の
腸管を示したものとなっている。 B, E, H において矢印は正中線細胞を示しており、




























Fig.3-5 dma-slit RNAi 胚における CNS の形成 
Dma-SIM 標的遺伝子発現の減少がオオミジンコの CNS 形成においてどのよう
な影響を与えているのかを解析するために、dma-slit RNAi 胚に対し、抗 
acetylated -α- tubulin 抗体を用いて免疫染色を行なった。RNAi 胚において cn 
の異常な投射を確認することが出来た (white arrow は正中方向へ伸長した軸索、







	 オオミジンコ sim の機能解析の結果が、正中線細胞の減少による二次的な影響
であることを排除するために、SIM 標的遺伝子を同定し、その機能を解析した。ま





オオミジンコ sim の RNAi 胚の表現型は、正中線細胞の減少による二次的な影響
ではないと判断することができる。 
	 ここで、rho や otd1 において神経外胚葉領域の細胞周期や特異化に関与してい
ることは考えやすい。なぜならショウジョウバエにおいて rho は EGFR シグナル
に関与しており、otd1 は神経細胞の特異化に関与しているためである [42][43][44]. 
その一方で、slit は胚発生過程において軸索形成に関与しているのみであるため、
slit における神経外胚葉への影響はあまり報告されていない [20][21]. 近年、ショ
ウジョウバエの成体の腸において、slit が腸上皮細胞と分泌細胞の細胞周期の調節
に関与しているという報告が存在するのみである [27]. また、オオミジンコにおい
て slit 発現はショウジョウバエと比較して早く、軸索形成の時期より前であった 




























・ 大顎類から正中線細胞における sim の発現が保存されていた 
	 オオミジンコ胚において sim の発現を解析した結果、オオミジンコ sim もまた
正中線細胞にて発現していた (Fig.4-1). 現在までに解析が行なわれている大顎類 





・ 大顎類において、正中線細胞における sim の機能は保存されていた 
	 オオミジンコにおいて sim の機能解析を行なうために、オオミジンコ初期胚に 




れた (Fig.4-1, 4-2). また、RNAi 胚における中枢神経系において、軸索の異常な投
射が確認された (Fig.4-2). 











	 オオミジンコ sim ノックダウンの強い表現型において、腹部領域に背側の構造






















ら、側節足動物から sim の神経外胚葉領域での発現が保存されていると考えられる 
(Fig.4-1). 
 
・ オオミジンコ sim は正中線細胞や神経外胚葉以外の領域にて発現していた 
	 現在 sim の発現解析が行なわれている節足動物において、sim は正中線細胞も
しくは神経外胚葉においてのみ発現が確認されている [16][30][31][32]. オオミジン
コにおいても同様に正中線細胞と神経外胚葉にて sim 発現が確認できたが、この
ほかにも Mx2 や殻線において発現していた (Fig.4-4). 殻線とは渦上で管状の構
造物であり、Mx2 と繋がっている。Mx2 には小さな穴が存在しており、分泌物を
放出していると考えられている。sim の機能解析の結果、Mx2 の細胞の異常な増
殖 (Fig.2-13) が確認できたことから、これらの形成においても sim が関与してい
るかもしれない [15]. そしてこのような正中線細胞や神経外胚葉以外の sim 発現
は、鰓脚綱もしくは枝角目において獲得した可能性を示唆する。 
 
・	ショウジョウバエ以外の節足動物においても SIM は ARNT と二量体を形成
し作用していると考えられる 
	 ショウジョウバエにおいて SIM は、同じ bHLH-PAS ファミリーに属する 
ARNT と二量体を形成し作用することが知られている [35][36]. これは他の節足
動物においても同様であると考えられているが、相互作用を解析した例はない。故
にオオミジンコにおいて sim と arnt の発現領域、また SIM と ARNT の相互

































































	 オオミジンコの野生型において、正中線細胞には SIM が発現しており、正中線


















































Fig.4-4 正中線細胞や神経外胚葉以外の領域における SIM の発現 
A は st7.3 の胚を、B は st7.4 の胚をそれぞれ腹部領域から観測しており、他の
節足動物において認められなかった正中線細胞や神経外胚葉以外の Mx2 領域に
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